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COMPOSITION DESTINEE A LA CONSERVATION D'ADENOVIRUS 
RECOMBINANTS INFECTIEUX 

La presente invention concerne la conservation d'adenovirus sous une forme stabilisee 
et stockable et les compositions liquides ou congelees destinees a cette conservation. 

5 La conservation d'adenovirus dans des compositions stables est un probleme connu, 
qui a fait l'objet de nombreuses etudes, sans pour autant dormer des resultats 
veritablement satisfaisants jusqu'a present. Les virus recombinants ne sont en effet 
utilisables que si Ton parvient a les stocker sans degradation et sans perte de leur 
pouvoir infectieux. 

10 L'etat physique des particules adenovirals, en solution, subit deux types d'alterations 
simultanement et rapidement au cours du temps : d'une part une agregation 
(coagulation) des particules sous forme d'amas ou de filaments, qui est un phenomene 
extremement grave car il est irreversible, et d'autre part une disintegration de la 
structure icosahedrale des capsides elles-memes (par une lyse des capsides et liberation 

1 5 des capsomeres dans le milieu). 

Dans la demande internationale WO 98/02522 a ete decrit un procede de conservation 
de virus recombinants infectieux sous forme de suspension dans une solution aqueuse 
comprenant du saccharose. Les compositions preconisees ne contiennent pas de 
glycerol et contiennent selon un aspect prefere au moins un sel de cation divalent ou 
20 de cation alcalin monovalent. 

Cependant il peut etre montre que le saccharose n'apporte pas systematiquement une 
stabilisation a +4°C, et selon les cas la stabilisation a cette temperature ne depasse 
jamais une periode de 2 semaines, ou au mieux inferieure a 2 mois. 

Dans J. Virology, 70(11), 7498-7509 (1996) ont ete decrites des conservations 
25 d'adenovirus sous forme de solutions tampon a base de tampon Tris et de glycerol, 
mais contenant systematiquement du chlorure de magnesium. Ces preparations 
necessitent une conservation a des temperatures tres basses, de Fordre de -70°C pour 
eviter une reduction de leur pouvoir infectieux. 

Dans Human Gene Therapy, 7, 1693-99 (1996) est egalement utilisee une formulation 
30 de stockage a base de tampon Tris et de glycerol, et comprenant du chlorure de 
magnesium. Cette formulation est conservee a -80°C. 



WO 00/61726 



PCT/FROO/00879 



2 

Plus generalement, les formulations a base de Tris decrites dans la litterature a ce jour 
contiennent de fagon systematique du chlorure de magnesium (1 mM en general) ou/et 
un sel a concentration physiologique ( generalement NaCl a 150 mM). On peut citer 
par exemple a titre illustratif [Cell, 68, 143-155 (1992) ; Nature Genetics, 3, 229-234 
(1993) ; Human Gene Therapy, 6, 5-11 (1995) ; Human Gene Therapy, 6, 145-153 
(1995) ; Human Gene Therapy, 6, 277-287 (1995) ; Human Gene Therapy, 6, 643- 
666 (1995) ; Human Gene Therapy, 6, 1039-1044 (1995) ; Human Gene Therapy, 6, 
1317-1322 (1995); Human Gene Therapy, 6, 1587-1593 (1995); Human Gene 
Therapy, 7, 2177-2184 (1996); J. Virology, 73, 1601-1608 (1999)]. Lorsque les 
auteurs le precisent, la conservation du virus est effectuee systematiquement a -70°C / 
-80°C. 

II a ete montre depuis, que revolution de la structure virale (agregation et lyse) est un 
phenomene tres dependant de facteurs tels que la concentration de certains contre-ions 
cationiques ajoutes a la solution et aussi tels que la concentration d'adenovirus. Au 
dessus de concentrations de 1E12 pv/ml environ, Tagregation et la disintegration des 
capsides (done la perte de pouvoir infectieux) sont observees en quelques heures a 
quelques jours, selon les compositions pharmaceutiques utilisees, alors que ces 
phenomenes deviennent plus lents a faible concentration. De ce fait il est 
particulierement difficile de conserver pendant un temps prolonge des compositions 
fortement concentrees en particules virales. 

II a ete ainsi trouve, et e'est ce qui fait l'objet de la presente invention, que les 
adenovirus recombinants infectieux pouvaient etre conserves en milieu aqueux, a des 
temperatures comprises entre +4 et +20°C, sous forme de suspension dans une 
solution tampon capable de fixer le pH du milieu a des valeurs legerement alcalines, 
additionnee de glycerol et sans adjonction de cations metalliques divalents ou de 
cations alcalins. 

Plus specifiquement le pH du milieu est fixe entre 8,0 et 9,6. 

Les compositions liquides ou congelees contenant les particules adenovirals dans une 
solution tampon additionnee de glycerol entrent dans le cadre de la presente invention. 
Ces compositions presentent Pavantage considerable d'une bonne stabilite, mais aussi 
d'etre particulierement adaptees a la conservation pendant un temps prolonge de 
concentrations elevees en particules virales. 
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Selon l'invention, la solution tampon capable de fixer le pH du milieu entre 8,0 et 9,6 
est constitute soit d'un systeme acide/base comprenant le Tris [tris(hydroxyme- 
thyl)aminomethane], ou la lysine et un acide choisi parmi un acide fort (acide chlorhy- 
drique par exemple) ou un acide faible (acide maleique, acide malique, ou acide 
5 acetique par exemple), soit d'un systeme acide/base comprenant l'Hepes [acide 2-(4- 
(2-hydroxyethyl piperazin)-l-yl)ethanesulfonique] et une base forte (soude par 
exemple). 

De preference le pH est fixe entre 8,4 et 8,8 et encore plus particulierement a 8,4 
(valeur mesuree a 25°C). 

10 La concentration de la solution tampon est determinee de maniere a exercer l'effet 
tampon dans une limite et un volume ou la valeur du pH ne soit pas afFectee. La 
concentration molaire en acide + base peut varier de 10 a 500 mM, de preference de 
20 a 100 mM, et plus particulierement elle est fixee a 20 mM. Parmi les systemes 
tampons selon l'invention, la solution tampon Tris/HCl a une concentration de 20 mM 

1 5 donne des resultats particulierement satisfaisants. 

Selon l'invention, la composition contient 10 a 50% de glycerol, et de preference 
entre 20 et 25 % (volumes a volumes). 

Les compositions selon l'invention peuvent en outre contenir optionnellement d'autres 
adjuvants. Ces derniers peuvent etre choisis parmi des polymeres (polyethylene 

20 glycols, par exemple PEG 400, PEG 8000), les pluronics (Pluronic F68 par exemple) 
notamment a raison d'environ 1 a 20 % en poids, les polysorbates (notamment le 
Tween-20, par exemple a 0,01 a 1 % en poids), ou choisi parmi des sucres comme par 
exemple le saccharose, le mannitol, ou le dextrose (notamment a raison d'environ 5 a 
10 %) ou encore parmi les alcools (notamment l'ethanol) a raison de 1 a 10 % en 

25 volume. 

Les compositions selon l'invention sont particulierement adaptees a la conservation 
des preparations adenovirals de forte concentration. En effet les compositions ainsi 
stabilisees permettent de maintenir les particules virales en suspension aqueuse liquide 
(notamment entre +4 et +20°C) tout en preservant le pouvoir infectieux du virus et 
30 ceci meme a des concentrations virales tres elevees (depuis des valeurs de 1E8 pv/ml 
jusqu'a IE 12 pv/ml ou jusqu'a IE 13 pv/ml et pouvant meme aller jusqu'a 5E13 
pv/ml). 
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Selon une autre alternative de Finvention le virus peut aussi etre congele a -20°C, 
conserve ainsi plusieurs mois ou plus longtemps, puis decongele dans cette formulation 
sans dommage ni pour sa structure ni pour son pouvoir infectieux. 

Selon l'invention, les compositions peuvent etre preparees par mise en suspension dans 
5 la solution tampon, de particules adenovirals initialement obtenues en solution 
aqueuse, puis purifiees, suivie de l'addition de glycerol et eventuellement de Faddition 
d'un adjuvant tel que cite precedemment. 

L'adenovirus recombinant infectieux peut etre obtenu suivant les methodes habituelles 
de production dans des cellules de lignees transcomplementantes d'encapsidation, par 

10 exemple les cellules de la lignee 293 ou de la lignee PER-C6. Les particules virales 
peuvent etre ensuite purifiees par centrifugation en gradient de chlorure de cesium 
comme decrit par exemple dans Journal of General Virology, 34, 19-35 (1977). Plus 
preferentiellement les particules virales sont purifiees par chromatographie liquide en 
mode d'echange d'anion, de filtration sur gel, en mode hydrophobe ou par chelation de 

15 metal La purification par echange d'anion est particulierement avantageuse puisqu'elle 
permet d'obtenir en une seule etape de chromatographie une preparation virale pure, 
debarrassee des proteines, des acides nucleiques, et autres impuretes et metabolites 
provenant de la cellule productrice, et debarrassee des composes apportes par le milieu 
de culture. Des modes preferes de purification par chromatographie sont decrits dans 

20 la demande internationale WO 98/00524 ou comme ci-apres dans les exemples. Les 
particules adenovirals sont ensuite formulees dans le tampon de conservation 
selectionne en utilisant notamment des methodes de dialyse, de diafiltration, ou de 
chromatographie de filtration sur gel. 

La composition ainsi obtenue peut etre eventuellement congelee et conservee a une 
25 temperature de stockage souhaitee (par exemple -20°C), mais cette operation n'est 
cependant pas indispensable a la conservation sur une longue duree, les compositions 
etant stables a Fetat liquide entre +4 et +20°C. 

Les compositions selon Finvention sont stables, sans degradation notable [stabilite 
physique et biologique (pouvoir infectieux)] pendant une duree d'au moins 12 mois a 
30 +4°C ou d'au moins 5 mois a +20°C. On entend plus particulierement par solution 
stable physiquement, une solution ne presentant pas d'apparition de coagulation, de 
sedimentation de particules ou de precipite (par estimation visuelle, par mesure de la 
densite optique, par Fanalyse en microscopie electronique, ou par Fanalyse de 
distribution de taille des particules) apres la periode de conservation consideree. 
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La presente invention concerne plus particulierement la conservation d'adenovirus 
infectieux sous une forme stabilisee et les compositions liquides ou congelees destinees 
a cette conservation. 

La formulation selon l'invention presente l'interet d'etre la premiere composition 
5 realisee permettant la conservation des adenovirus sous forme liquide a des 
temperatures de +4 a +20°C tout en ayant la possibility d'avoir une concentration 
virale elevee. L'invention est particulierement interessante dans son application aux 
adenovirus recombinants, mais elle peut etre appliquee d'une maniere generate a tous 
les adenovirus (sauvages ou recombinants). 

10 A titre d'exemple peuvent etre cites notamment les adenovirus ci-apres qui peuvent 
etre avantageusement conserves dans une composition selon l'invention : 1'ensemble 
des adenovirus sauvages humains, appartenant aux six sous-groupes connus 
denommes A, B, C, D, E, et F, et plus particulierement 1'ensemble des 49 serotypes 
differents d'adenovirus humains composant ces six sous-groupes. De meme, 

15 l'invention pourra s'appliquer aux virus sauvages simiens, bovins, equins, porcins, 
ovins, ou canins appartenant a la famille des Adenoviridae. De plus, l'invention pourra 
s'appliquer aux virus mutants provenant des virus sauvages appartenant a la famille 
des Adenoviridae. 

Parmi les vecteurs adenovirus recombinants auxquels la presente invention peut 
20 s'appliquer, on peut citer tous les adenovirus modifies comportant une ou plusieurs 
deletion dans la region du genome appelee E 1 , ou dans la region E2, ou dans la region 
E3 ou dans la region E4, ainsi que les virus recombinants comportant plusieurs 
deletions combinees dans les regions ci-dessus, ainsi qu'aux virus recombinants 
complement deletes (appeles gutless) [FASEB, 11,615 (1997)]. 

25 De meme, la presente invention s'applique aussi aux vecteurs adenoviraux 
recombinants comportant en outre un acide nucleique d'interet. L'acide nucleique 
d'interet peut etre insere en differents sites du genome de Padenovirus. 
Avantageusement, il est insere au niveau de la region El, E3, ou E4. Cependant, il est 
clair que d'autres sites peuvent etre utilises. En particulier, Faeces a la sequence 

30 nucleotidique du genome permet a Fhomme du metier d'identifier des regions 
permettant d'inserer l'acide nucleique d'interet. L'acide nucleique d'interet peut etre 
toute sequence d'ADN introduite, en particulier toute sequence dont le transfert et/ou 
1'expression dans la cellule cible est recherchee. 
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En particulier, il peut comporter un ou plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou 
plusieurs genes codant pour des proteines antigeniques. Les genes therapeutiques qui 
peuvent ainsi etre transferes sont tous les genes dont la transcription et eventuellement 
la traduction dans la cellule cible generent des produits ayant un effet therapeutique. 
5 Parmi les produits therapeutiques, on peut citer plus particulierement les enzymes, les 
derives sanguins, les hormones, les limphokines : interleukines, interferons, TNF, etc 
(W093/19191), les facteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs 
ou enzymes de synthese, les facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, 
aFGF, bFGF, NT3, NT5, etc., les apolipoproteines : ApoAl, ApoIV, ApoE, etc. 

10 (WO94/25073), la dystrophine ou une minidystrophine (WO93/06223), les genes 
permettant de controler la restenose : GAX, NOS, etc., les genes suppresseurs de 
tumeurs : p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (W094/24297), les genes codant pour des 
facteurs impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes suicides : 
TK, etc., les immunoglobulins naturelles ou artificielles : Fab, ScFv (W094/29446), 

15 les genes anti-apoptotiques : AKT, etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, dont 
F expression dans la cellule cible permet de controler l'expression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNm cellulaires et 
20 bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans la demande de 
brevet EP 140 308. 

De meme, la presente invention s'applique aux vecteurs adenoviraux recombinants 
permettant la production de retrovirus [Tumor Targetting, 3, 59 (1998)], aux 
adenovirus comportant une ou plusieurs modifications dans une ou plusieurs proteines 
25 constitutes de la capside virale, en particulier la fibre (proteine IV) et la proteine 
hexon (proteine II), ou aux adenovirus depourvus de fibre [Journal of Virology, 73, 
1601 (1999)], chacune de ces modifications ayant ete introduite dans le but de 
modifier le tropisme naturel de Fadenovirus [Current Opinion in Biotechnology, 8, 
583 (1997)]. 

30 Par ailleurs, les compositions selon Finvention sont particulierement interessantes du 
fait qu'elles peuvent etre utilisees pour la preparation d'un medicament destine a un 
traitement therapeutique ou prophylactique par therapie genique. 
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Les virus infectieux ont de nombreuses applications parmi lesqueUes on peut citer leur 
utilisation dans le domaine de la vaccination et dans le domaine de la therapie genique. 
Dans ces applications, apres transfert de leur materiel genetique (ARN ou ADN) dans 
la cellule hote, les virus utilisent la machinerie cellulaire de la cellule infectee pour 

5 realiser la synthese de proteines codees par leur propre genome, et induire ainsi l'effet 
biologique specifique recherche. Dans des applications de therapie genique, des virus 
recombinants infectieux portant un gene d'interet therapeutique sont utilises pour 
transferer ce gene dans des cellules specifiques de 1'organe du patient a traiter. Une 
grande variete de protocoles therapeutiques ont ete decrits et sont actuellement en 

10 cours devaluation clinique pour transferer et exprimer des genes therapeutiques a 
1'aide de vecteurs viraux. Parmi ces vecteurs, les vecteurs adenoviraux non replicatifs 
ont ete largement developpes durant ces dernieres annees pour le transfert de genes 
codant pour des proteines therapeutiques. Parmi ces genes, on peut citer le gene 
suppresseur de tumeur p53, qui est implique dans le controle de la proliferation 

15 cellulaire. Divers protocoles d'essais cliniques de transfert du gene p53 a l'aide 
d'adenovirus chez rhomme sont actuellement developpes dans des indications 
anticancereuses. Parmi les autres applications en developpement, on peut citer le cas 
du traitement de la mucoviscidose. 

L'utilisation de vecteurs adenoviraux comme agents therapeutiques n'est envisageable 
20 que si Ton dispose de methodes permettant de conserver et stocker les preparations 
durant des periodes suffisantes longues sans perte significative du pouvoir infectieux 
des virus en question. C'est pourquoi la presente invention est particulierement 
interessante. 

Les exemples suivants donnes a titre non limitatif, montrent comment T invention peut 
25 etre mise en pratique, ainsi que la stabilite des compositions et le pouvoir infectieux 
des particules ainsi formulees. 

Exemple 1 

Preparation d'une composition selon Tinvention : 

Une suspension virale est preparee de la maniere suivante : les cellules 293 sont 
30 cultivees dans un CellCube (Costar) dans un milieu DMEM supplemente avec 10 % de 
serum de veau foetal. Lorsqu'elles atteignent la confluence, les cellules sont infectees a 
une multiplicite d'infection de 2 avec une aliquote de la banque de travail de 
r adenovirus . exprimant le gene p53. Cinq jours apres Tinfection, le surnageant de 
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production est recolte par drainage et clarifie par passage a travers un train de filtres 
de porosite decroissante 10/1/0,8-0,2 (im. Ce surnageant est ensuite concentre 20 fois 
en volume par ultrafiltration tangentielle sur une membrane Millipore ayant un seuil de 
coupure de 300 kDa. Le virus est ensuite purifie par chromatographie sur une colonne 
5 de Source 15Q equilibree et eluee avec un gradient de chlorure de sodium dans du 
tampon 20 mM Tris/HCl, pH 8,0. Le pic de virus est collecte, et le virus est concentre 
par ultrafiltration tangentielle sur une membrane Millipore ayant un seuil de coupure 
de 300 kDa. Les preparations virales ainsi obtenues sont de tres grande purete et 
contiennent < 50 ng d'albumine bovine serique et < 10 ng d'ADN de la cellule hote 

10 pour IE 12 particules virales. Le virus est ensuite formule dans les divers tampons 
selectionnes. Pour effectuer cette operation, le changement de tampon est effectue par 
chromatographie sur colonne PD-10 (Amersham-Pharmacia Biotech) remplie de 
Sephadex G-25 equilibree et eluee avec le tampon selectionne en suivant les 
instructions du fournisseur. Apres dosage par chromatographie, la concentration du 

15 virus est ajustee si necessaire a la valeur cible par dilution dans le tampon de 
formulation selectionne. La stabilite virale dans les diverses formulations est ensuite 
etudiee en pla9ant pour chacune des formulations selectionnees, 2 ml de suspension 
virale dans un tube en polypropylene a la temperature etudiee (-20°C, +4°C, ou 
+20°C). Les echantillons sont ensuite conserves a cette temperature durant une 

20 periode determinee pour chacune des experiences en question (voir exemples ci- 
apres). 

Les analyses par microscopie electronique sont effectuees par depot de la solution a 
analyser sur une grille carbonee qui est ensuite traitee en coloration negative par 
l'acetate d'uranyle a 1,5 %. L'appareil utilise pour ces analyse est un microscope 
25 electronique Jeol 1010 operant a une tension de 50 kV a 100 kV. 

Les analyses de distribution de taille des particules virales sont effectuees par 
spectroscopic de correlation de photons (PCS) a I'aide d'un appareil Coulter N4+ 
(Coultronics). 

Les analyses CLHP (chromatographie liquide hautes performances) permettant de 
30 quantifier les particules virales sont effectuees comme decrit ci-apres : 

Une colonne de chromatographie remplie avec environ 1 ml de Q Sepharose® XL (45- 
165 jim; Amersham-Pharmacia Biotech) est preparee dans une colonne de type HR 
5/5 (Amersham-Pharmacia Biotech). Cette colonne, montee sur un systeme CLHP 
equipe d*un systeme de detection UV/visible operant dans la plage d'absorbance 200- 
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300 nm, est utilisee pour la separation et la quantification des particules virales. Avant 
chaque analyse, la colonne est equilibree a 30°C dans un tampon 20 mM Tris/HCl, pH 
7,5 a un debit de 1,5 ml/min. L'echantillon a analyser contenant les particules virales 
est injecte sur la colonne. Apres 1'injection, la colonne est lavee avec 5 volumes du 
5 meme tampon, et les especes fixees sont eluees avec un gradient lineaire de 0 a 1 M de 
chlorure de sodium dans le tampon 20 mM Tris/HCl, pH 7,5 sur 30 volumes de 
colonne. En fin de gradient, la colonne est lavee avec 2 volumes de colonne de soude 
0,5 N avant re-equilibration en vue de l'analyse suivante. 

Une courbe etalon a 260 nm est construite avec une preparation de particules 
10 d'adenovirus purifiee par chromatographic Cette preparation etalon a ete titree au 
prealable en particules par son absorbance a 260 nm dans une solution de SDS a 0,1% 
en utilisant le facteur de conversion de 1 x 1 0 particules par unite d'absorbance a 260 
nm). Les echantillons sont filtres au travers d'un filtre (0,22 ^im) avant Panalyse par 
chromatographic. 

15 

La technique de titration des adenovirus est decrite par F. L. Graham et al., Molecular 
Biotechnology, 3, 207 (1995). La technique de mesure de F expression de la proteine 
penton par immunotitration suivie d'une quantification par cytometric de flux est 
decrite dans Boyle et al., « Determination of adenoviral vector activity using an 
2 0 immunotitration method », poster presente au « 5 th annual meeting of viral vector and 
vaccines, (1998) ». 

Exemple 2 

Conservation a +4°C de compositions selon l'invention ; stabilite physique des 
particules virales : 

25 Le tableau ci-apres montre les resultats obtenus en fonction de la nature de la solution 
tampon et la stabilite physique des particules virales determinee par Panalyse 
chromatographique des preparations : 
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Formulation 


Concentration 
initiate 

(xl0 ,2 pv/ml) 


Concentration virale au temps considere (en jours) 
(XlO I2 pv/ml) 


10 


15 


20 


35 


60 


90 


*Tris/HCl + glycerol 10% 


8,9 


9,8 






9,7 


10,1 


10,2 


*Tris/HCl + glycerol 10% + 
pluronic F68 10% 


8,3 


9,0 






8,4 


9,0 


8,9 


*Tris/HCl + glycerol 10% + 
PEG 400 10% 


6,6 


7,2 






7,2 


6,9 




*Tris/HCl + glycerol 10% + 
ppf; anon in% 

riL\J OUUv lv/0 


7,5 


8,0 






8,2 


8,6 


8,0 


* ins/ mci + glycerol iu/o + 
saccharose 5% 


7,4 




7,7 




8,5 


7,9 


8,5 


L-Lysine [20 mM, pH = 8,4] 
+ glycerol 10% 


8,7 


10,3 






9,2 






Comparaisoo 




*Tris/HCl + saccharose 5% 


6,3 




5,7 


1,9 


0,015 






Tris/HCI + saccharose 10% 


10,5 


8,4 




0,7 









*Tris/HCl : 20 mM ; pH = 8,4 - % glycerol : vol/vol - % saccharose : vol/vol 
Exemple3 

Conservation a +4°C de compositions selon Pinvention ; effet de la concentration 
5 en glycerol : 



Le tableau ci-apres montre les resultats obtenus en fonction de la concentration en 
glycerol dans la formulation et donne la stabilite physique des particules virales 
determinee par l'analyse chromatographique des preparations : 
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Formulation 


Concentration virale ( x 10 12 pv/ml) au temps considere 


0 


15 jours 


1 mois 


2 mois 


3 mois 


4,5 mois 


6 mois 


9 mois 


1 2 mois 


*Tris/HCI + glycerol 10% 
(vol/vol) 


6,7 


7,9 


8,2 


7,8 


8,4 


7,5 


6,0 


0,3 




*Tris/HCl + glycerol 15 
% (vol/vol) 


5,8 


6,7 


6,8 


6,9 


6,8 


6,3 


5,8 


6,4 


5,9 


♦Tris/HCl + glycerol 20 
% (vot/vol) 


5,4 


6,3 


6,5 


6,4 


7,1 


6,0 


5,8 


6,0 


5,9 


♦Tris/HCl + glycerol 25 
% (vol/vol) 


5,7 


6,5 


6,6 


6,6 


7,1 


6,5 


6,2 


6,4 


6,4 


Comparaison 




Tris/HCl lOmM + MgCh 
lmM+ glycerol 10% 
(vol/vol) 


11,8 


10,4 


0,9 














Tris/HCl 10mM + MgCl 2 
ImM + NaCI 150 mM + 
glycerol 10% (vol/vol) 


10,3 


5,0 


0,8 














Tris/HCl lOmM + MgCh 
ImM + saccharose 1 M 


6,9 


7,7 


7,6 


5,9 


0,58 


0,47 


0,15 


0,25 





♦Tris/HCl : 20 mM, pH = 8,4. 



Les resultats presentes dans le tableau ci-dessus confirment clairement qu'une teneur 
de 10 % (vol/vol) est efficace pour la stabilisation physique des particules sur une 
5 periode de 6 mois. L'efficacite est egalement confirmee sur une periode de 1 an au 
moins pour les formulations incluant plus de 10 % de glycerol. Aucune des 
formulations anterieurement connues n'apportait une stabilisation sur une duree aussi 
prolongee : notamment la formulation comprenant Tris/HCl 10 mM + MgCl 2 ImM + 
saccharose 1M ne s'avere pas appropriee pour stabiliser les particules adenovirales a 
10 concentration elevee (6,9 x 10* 2 pv/ml), la concentration virale chute rapidement a 
partir du 2* me mois. 
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Exemple 4 

Pouvoir infectieux des adenovirus conserves selon Tinvention a +4 ou +20°C : 

Le pouvoir infectieux des particules virales est mesure par la capacite des particules a 
exprimer le transgene qu'elles comportent et a conduire a Texpression de la proteine 
correspondante. La proteine est ici la proteine penton (proteine III) qui est detectee 
par immunotitration en utilisant une methode de marquage avec un anticorps (anti- 
penton) suivie d'une analyse en cytometric de flux. Le resultat obtenu est exprime en 
unites d'infection par ml de solution (Ul/ml). Le calcul du ratio pv/IU represente une 
seconde fagon d'exprimer 1'evolution du titre infectieux au cours du temps. Dans les 
conditions experimentales utilisees, ce ratio a une valeur de 20 ± 10 environ pour une 
preparation virale fraichement obtenue avant mise en conservation. 

Le tableau ci-apres montre le pouvoir infectieux des particules formulees en glycerol 
ou en saccharose apres 6 ou 12 mois de conservation a +4°C ou apres 1 mois de 
conservation a +4°C puis 3,5 mois de conservation a +20°C. 
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Cette etude montre que l'activite virale est particulierement bien preservee a +4°C 
pour toutes les concentrations en glycerol egales ou superieures a 10%, et plus 
specialement encore pour toutes les concentrations en glycerol egales ou superieures a 
15%. De meme, les preparations conservees 1 mois a +4°C puis 3,5 mois a +20°C et 

5 contenant au moins 10 % de glycerol ont conserve leur capacite d'infection. La 
possibility de conserver a long terme et a temperature ambiante, des preparations 
adenovirales tres concentrees est demontree pour la premiere fois. La formulation de 
comparaison contenant du saccharose et du chlorure de magnesium ne permet pas la 
conservation du virus concentre (6,9 x 10 12 pv/ml) ni a +4°C ni a +20°C. La 

10 formulation a faible concentration (0,36 x 10 12 pv/ml) voit son titre decroitre apres une 
conservation d'un mois a +4°C suivie d'une conservation de 3,5 mois a +20°C. Les 
formulations contenant du saccharose sont totalement inadaptees lorsque Ton 
augmente la concentration. 

Apres trois mois de conservation, les differentes preparations ont ete analysees par 

15 microscopie electronique. Ces analyses montrent que : 

A une concentration de 20 % en glycerol les particules apparaissent natives, pleines, 
entieres, et symetriques. Pratiquement aucune sous-unite libre n'est detectable dans le 
milieu. En revanche, dans la formulation de comparaison a concentration virale elevee, 
les particules sont pour la plupart agregees soit en massifs contenant environ 50 

20 particules, soit en structures filamenteuses. Certaines particules ont perdu une partie 
de leurs capsomeres et ont une structure plus arrondie ou ovoide. Les capsomeres et 
les fibres liberes dans le milieu restent totalement disperses et sont tres facilement 
observables. Ceci est observe aussi bien a +4°C qu'a +20 o C. 

Apres 12 mois a 4°C, les particules conservees dans 20% de glycerol apparaissent 
2 5 inchangees (pleines, entieres et symetriques). 

Exemple 5 

Pouvoir infectieux (Tune preparation adenoviral formulee dans le Tris/HCI + 
glycerol et conservee a -20°C : 

Dans cet exemple, le pouvoir infectieux des particules est determinee par la titration 
30 en pfu/ml. Le terme pfii ("plaque forming unit") correspond a la determination du 
pouvoir infectieux d'une solution d'adenovirus. Cette determination est effectuee par 
infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 15 jours 
d'incubation, du nombre de plages de cellules infectees. Ces dosages reposent sur des 
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methodes biologiques et les valeurs obtenues sont dans une certaine mesure fonction 
des conditions operatoires utilisees [J. Virol., 70, 7498 (1996)]. 



Le tableau ci-apres montre le titre infectieux, mesure dans un test pfa, d'une 
preparation virale conserve 2 mois a -20°C. 



Formulation 


Titre initial 

pv/ml 
(x 10 12 ) 


Titre a J60 

pv/ml 
(x 10 12 ) 


Titre a J60 

pfn/ml 
(x 10 n ) 


Ratio pv/pfu 
a J 60 


20 mM Tris/HCl (pH 8,4) + 10 % glycerol 


7,7 


7,7 


3,0 


26 



5 La valeur de la mesure du titre infectieux, et plus particulierement le ratio pv/pfu 
indiquent que les particules virales n'ont pas ete alterees par Petape de congelation- 
decongelation, ni par la conservation durant 2 mois a -20°C (Ce ratio a une valeur de 
20 a 30 environ pour la preparation virale initiate). 

Exemple 6 

10 Conservation a +4°C de compositions selon Pinvention ; stabilite physique des 
particules virales : 



Le tableau ci-apres montre les resultats obtenus en fonction de la nature de la solution 
tampon et la stabilite physique des particules virales determinee par l'analyse 
chromatographique des preparations : 



Formulation 


Concentration 
initiale 

(xlO 12 pv/ml) 


Concentration virale au 
temps considere (en jours) 
(XlO 12 pv/ml) 


30 


60 


90 


20 mM Tris/HCl (pH 8,4) + glycerol 20 % 


29,2 


31,4 


32,1 


33,7 


100 mM Tris/HCl (pH 8,4) + glycerol 20 % 


7,7 


8,4 


6,0 


8,3 


20 mM Tris/HCl (pH 8,4) + glycerol 20 % + ethanol 10 % 


13,9 


14,8 


14,7 


15,0 


20 mM Lysine/HCl (pH 8,4) + glycerol 20 % 


7,8 


8,4 


6,8 


7,7 


20 mM Hepes/Na (pH 8,4) + glycerol 20 % 


7,9 


8,4 


7,0 


8,6 
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Exemple 7 

Conservation a +4°C de compositions selon Finvention ; eflfet du pH des 
solutions tampon : 

Le tableau ci-apres montre l'effet du pH de la solution tampon sur le pouvoir infectieux 
5 des particules formulees dans le Tris 20mM, glycerol 10%, apres 3 mois de 
conservation : 



Formulation Tris/HCl 20 mM + glycerol 10 

% 


Titre initial 

(xl0 ,2 pv/ml) 


Titre apres 3 mois a +4°C 


pv/ml (X10 12 ) 


Ul/ml (xl0 n ) 


pv/Ul 


pH = 7,5 


3,1 


2,5 


0,18 


136 


pH = 8,0 


6,7 


6,1 


1,1 


56 


pH = 8,5 


7,2 


7,0 


1,6 


44 


pH = 9,0 


6,4 


5,8 


1,2 


48 


pH = 9,5 


6,0 


5,5 


2,0 


28 



Cette etude montre que Tactivite virale est particulierement bien preservee a +4°C dans 
les formulations Tris/HCl 20 mM contenant 10 % de glycerol a des pH allant de 8,0 a 
9,5. 

10 Au dessous de pH = 8,0, la stabilite n'est plus assuree a +4°C. 
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REVENDICATIONS 

l- Composition liquide ou congelee contenant les particules adenovirales 
caracterisee en ce qu'elle comprend une solution tampon capable de fixer le pH 
du milieu entre 8,0 et 9,6, additionnee de glycerol et sans adjonction de cations 
5 metalliques divalents ou de cations alcalins. 

2 - Composition liquide ou congelee, selon la revendication 1, caracterisee en ce que 

la solution tampon est une solution capable de fixer le pH du milieu entre 8,4 et 
8,8. 

3 - Composition liquide ou congelee, selon la revendication 2, caracterisee en ce que 
10 la solution tampon est une solution capable de fixer le pH du milieu a 8,4. 

4 - Composition liquide ou congelee, selon la revendication 1, caracterisee en ce que 

la solution tampon est constitute d'un systeme acide/base comprenant le Tris ou 
la lysine et un acide choisi parmi un acide fort ou un acide faible, ou bien d'un 
systeme acide/base comprenant 1'Hepes et une base forte. 

15 5 - Composition liquide ou congelee, selon la revendication 4, caracterisee en ce que 
que la solution tampon est constitute d'un systeme acideftase choisi parmi les 
systemes Tris/HCl, lysine/HCl, Tris/acide maleique, Tris/acide malique, Tris/acide 
acetique et Hepes/soude. 

6- Composition liquide ou congelee, selon Tune des revendications 1 a 5, 
20 caracterisee en ce qu'elle contient en outre un adjuvant choisi parmi des 

polymeres, des sucres, ou un alcool. 

7 - Composition liquide ou congelee, selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
les polymeres sont choisis parmi les polyethylene glycols, les pluronics ou les 
polysorbates, les sucres sont choisis parmi le saccharose, le dextrose ou le 
2 5 mannitol et l'alcool est l'ethanol. 

8- Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 a 7 pour la 
conservation d'adenovirus. 

9- Utilisation therapeutique ou prophylactique d'une composition de particules 
adenovirales selon l'une des revendications 1 a 7, pour la preparation d'un 

3 0 medicament destine a un traitement par therapie genique. 
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